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Um dos grandes desafios, no que concerne ao estudo sobre o
seqüestro de carbono pelos solos, é a correta quantificação
das estruturas aromáticas condensadas presentes nas estrutu-
ras das substâncias húmicas, principalmente daquelas oriundas
de solos ricos em carbono pirogênico (“black carbon”), como
por exemplo solos sob cerrado. Visando isso se efetuou a
implementação e teste de metodologia recentemente propos-
tos na literatura e além disso foi proposta uma modificação
desta com significativo ganho no tempo de aquisição dos
espectros.
Os resultados obtidos confirmam a eficiência da metodologia
na quantificação de anéis aromáticos condensados assim
como corroboram o uso do índice termogravimétrico como um
bom índice relativo para inferir-se sobre a presença deste tipo
de estrutura em ácidos húmicos.
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Introdução
Quando disponível, a técnica de Ressonância Magnética
Nuclear (RMN) tem substituído a espectroscopia no
infravermelho e demais outras técnicas utilizadas para a carac-
terização da matéria orgânica do solo. Porém, cientistas do
solo e espectroscopistas têm diferentes expectativas em rela-
ção à RMN. Após anos de investigação química, tem-se aceito
que a matéria orgânica ambiental pode apresentar quase todo
arranjo químico possível, por isto alguns cientistas do solo já
estão satisfeitos se um espectro de RMN fornecer-lhes infor-
mações semi-quantitativas de grupos aromáticos, alifáticos e
carboxílicos. Por outro lado, poucos espectroscopistas sentem-
se atraídos por estes resultados e podem se desinteressar pelo
estudo desses materiais. Tendo em vista essas diferentes
expectativas, um diálogo necessita ser estabelecido. Este
diálogo é essencial, pois até os ajustes padrões para a aquisi-
ção de espectros de RMN da matéria orgânica ambiental são
controversos (Dudley & Fyfe, 1982; Preston & Blackwell,
1985; Fründ & Lüdemann, 1989; Kinchesh et al., 1995; Conte
et al., 1997; Hemminga & Buurman, 1997; Smernik & Oades,
2000; González-Pérez et al., 2004; Mao & Schmidt-Rohr,
2004a,b).
A técnica de RMN de 13C com polarização cruzada e rotação
da amostra em torno do ângulo mágico (13C-CP-MAS-NMR) só
pode ser aplicada a amostras sólidas. Esta técnica apresenta a
vantagem de poder ser utilizada para a análise da matéria
orgânica sem a necessidade de extraí-la do solo, neste caso é
assumido que o espectro obtido representa a totalidade da
matéria orgânica como ela ocorre no solo, porém espectros
deste tipo são significativamente diferentes daqueles da maté-
ria orgânica extraída, especialmente pelo alargamento das
Boletim01.p65 12/5/2005, 14:447
8 Aplicação de Novas Técnicas de Ressonância Magnética Nuclear no Estado Sólido...
linhas e grande redução da relação sinal/ruído devido à presen-
ça de grandes quantidades de íons paramagnéticos (especial-
mente Fe3+ e Mn2+) nas amostras intactas. Conseqüentemen-
te, uma grande parte da matéria orgânica do solo pode ser
“obscurecida” por íons paramagnéticos, e a fração obscurecida
pode ser exatamente a matéria orgânica ligada aos íons
paramagnéticos (Hemminga & Buurman, 1997), ou seja, ser
exatamente a fração mais reativa desta matéria orgânica.
Outro problema semelhante seria que em complexos
organominerais parte da matéria orgânica pode não ser detec-
tada por RMN e esta fração “invisível” pode ser a matéria
orgânica mais humificada ligada à fração argila do solo
(Hemminga & Buurman, 1997). Novamente esta fração não
detectável tem uma grande importância agronômica e
ambiental.
Muito se tem discutido a respeito da obtenção de espectros
de RMN “quantitativos”, principalmente, no que concerne à
eficiência da polarização cruzada, à existência de tempos de
relaxação muito curtos quando da presença inequívoca de íons
paramagnéticos nas amostras e  especificamente quando se
tenta a polarização direta, aos tempos de relaxação do 13C
serem muito elevados e portanto demandarem muito tempo de
máquina para a aquisição de espectros razoáveis.
Já em relação a estruturas aromáticas condensadas, cuja
metodologia para análise é ainda inexistente e é de suma
importância no que concerne ao seqüestro de carbono pelos
solos há uma grande dificuldade metodológica na sua determi-
nação (González-Pérez et al., 2004).
Assim sendo, implementou-se um protocolo de análise por
13C-CP-MAS-NMR sugerido recentemente por Mao & Schmidt-
Rohr (2004a,b) assim como se testou modificações deste
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visando reduzir o tempo de aquisição dos espectros, principal-
mente levando-se em consideração o elevado custo de utiliza-
ção de espectrômetros de RMN.
Material e Métodos
As amostras de ácidos húmicos utilizadas neste trabalho foram
obtidas de solos que apresentavam um gradiente no conteúdo
de carbono pirogênico e já caracterizadas (Benites et al.,
2005).
Implementou-se as seqüências de pulsos dadas nos artigos de
Mao & Schmidt-Rohr (2004a,b), utilizando-se como padrões o
hexametilbenzeno. Resumidamente estas seqüências visam:
· obter espectros quantitativos com o uso da polarização
direta (DP)
· obter espectros com sinais apenas de C não protonado
(anéis aromáticos condensados) e móveis (CH
3
) utilizando-
se o filtro de desacoplamento defasado (DD)
· obter espectros que separem os sinais sobrepostos de
grupos aromáticos e di-O-alquila (C-anomérico) uso do
filtro de deslocamento químico anisotrópico (CSA).
Adicionalmente testou-se o uso da polarização cruzada, ao
invés da polarização direta, porém com o uso de uma rampa
de potência no canal do 1H (Peersen et al., 1993) - Variable
Amplitude Cross Polarization (13C-VACP-MAS-NMR). Com isto
se ganha intensidade do sinal do 13C (até 4 vezes) e redução
do tempo de espera que passa a depender do tempo de relaxa-
ção spin-rede do 1H ao invés daquele do 13C, que no caso do
presente trabalho foi 60 vezes menor. Utilizando-se a rampa de
potência elimina-se o efeito da rotação (MAS) que é seletivo
para os grupos com menor interação dipolar tais como aqueles
com maior mobilidade e/ou não protonados.
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Resultados e Discussão
Uma das principais etapas da metodologia sugerida por Mao &
Schmidt-Rohr (2004a,b) compreende o uso de um filtro de
anisotropia do deslocamento químico (CSA), onde sinais com
baixa simetria são suprimidos e os de maior simetria são manti-
dos. Dessa forma, grupos aromáticos que possuem ligações
químicas em simetria planar (C hibridizado sp2) são suprimidos
enquanto C alquila com ligações em simetria próxima à
tetragonal (C sp3) são mantidos (figura 1). Com isto é possível
separar-se e quantificar os grupos químicos cujos sinais de
ressonância se sobrepõem na região de 90-110 ppm (C-aromá-
tico e di-O-alquila, tal como o C-anomérico das aldoses e
cetoses).
Figura 1.  (a) Espectro 13C-VACP-MAS-NMR do hexametilbenzeno com 12
kHz de MAS e TOtal Side-band Supression (TOSS) com quatro pulsos; (b)
após 70 µs de CSA com “?-integral”.
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Outra questão importante é a obtenção de espectros quantita-
tivos, para isto os autores (Mao & Schmidt-Rohr, 2004a,b)
sugerem o uso da polarização direta, porém esta técnica de-
manda muito tempo de máquina, tanto pela menor intensida-
de do sinal do 13C obtida sem a polarização cruzada, como
pelo maior tempo de espera entre um novo ciclo de pulsos
pelo maior tempo de relaxação spin-rede do 13C em relação ao
1H. Para se contornar este problema testou-se o uso da polari-
zação cruzada (CP), porém, visando o aumento da sensibilida-
de e resolução dos espectros, utilizam-se campos magnéticos
cada vez mais intensos e isto leva à necessidade de girar a
amostra a maiores velocidades sendo que, quando a velocida-
de do rotor é comparável à interação dipolar o acoplamento de
Hartmann-Hahn é dividido em uma série de picos separados
pela freqüência de rotação. A intensidade do sinal obtida com
a polarização cruzada no máximo destes picos é comparável
àquela obtida sob condições estáticas, porém no intervalo
entre os picos a intensidade obtida pode até ser nula. Logo,
torna-se muito difícil ajustar corretamente as amplitudes dos
B
1
 para o perfeito acoplamento de Hartmann-Hahn. Como as
interações dipolares variam entre os diferentes grupos quími-
cos que se pretende quantificar, devido às diferenças no
acoplamento 13C-1H e de mobilidade molecular, o efeito da
rotação acaba sendo seletivo para os grupos com menor
interação dipolar tais como aqueles com maior mobilidade e/
ou não protonados (Peersen et al., 1993). Uma alternativa para
minimizar isto é variar a amplitude do B
1
 do 1H ou do 13C
durante o tempo de contato da polarização cruzada. Desta
forma o B
1
 apresenta um gradiente capaz de abranger as
diferentes condições de Hartmann-Hahn existentes na amos-
tra. Esta técnica é chamada de polarização cruzada com ampli-
tude variável ou “Variable Amplitude Cross-Polarization”
(VACP) e foi empregada neste trabalho.
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Ao se comparar os espectros obtidos por polarização direta e
VACP com e sem filtro de desacoplamento defasado (Figura 2
e 3) da amostra com maior índice termogravimétrico (ITG), ou
seja, aquela que teria o maior problema de quantificação visto
que este índice correlaciona-se com o conteúdo de carbono
pirogênico (anéis aromáticos condensados - não protonados),
utilizando-se a polarização cruzada, observa-se que eles são
muito semelhantes, sendo que com VACP em muito menos
tempo de experimento (1 hora) obtêm-se espectros com uma
relação sinal/ruído muito melhor que aqueles obtidos com
polarização direta em 8,5 horas de aquisição.
Figura 2. Espectro de Polarização Direta, 12 kHz MAS, (tempo de espera
igual a cinco vezes o maior T
1
C determinado) e espectro VACP, 12 kHz
MAS, de uma amostra de ácidos húmicos extraídos de uma área rica em
carbono pirogênico.
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As áreas obtidas para cada região espectral pelos dois méto-
dos de aquisição com e sem filtro de desacoplamento defasa-
do foram praticamente idênticas (Tabela 1).
Tanto a eliminação das bandas laterais pelo uso da TOSS
como os filtros de DD e CSA funcionaram adequadamente
(Figura 4).
Figura 3.  Espectros correspondentes ao da Figura 1 após desacoplamento
defasado (70 µs). Polarização Direta (12 kHz MAS) e VACP (12 kHz MAS)
de uma amostra de ácidos húmicos extraídos de uma área rica em carbono
pirogênico.
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Pela boa relação sinal/ruído obtida utilizou-se ~3500
transientes (30 minutos de tempo de aquisição). Para o cálculo
das áreas de cada região espectral dos espectros de RMN estes
foram deconvoluídos em 20 picos individuais (função voigt)
(Figuras 5 e 6). A posição dos picos ajustados foi determinada
pelo método da segunda derivada sendo que, caso um pico
simples não ajustasse bem os dados experimentais, um novo
pico era adicionado para melhorar o ajuste (Mao et al., 2000).
As áreas dos picos ajustados foram agrupadas de acordo com
as regiões de deslocamento químico dados na Tabela 1. As
bandas laterais foram corrigidas utilizando-se o método sugeri-
do por Mao & Schmidt-Rohr (2004b).
Tabela 1.  Contribuição relativa (% da área total) das regiões de desloca-
mento químico (ppm). Comparação entre polarização cruzada com amplitu-
de variável (VACP) e polarização direta (DP), com e sem filtro de
desacoplamento defasado (DD).
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Figura 4.  Espectros: VACP (12 kHz MAS); VACP (12 kHz MAS) após
Desacoplamento Defasado (70 µs); e VACP (5 kHz MAS) após CSA (70 µs)
com TOSS e “?-integral” de uma amostra de ácidos húmicos extraídos de
uma área rica em carbono pirogênico.
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Ao se comparar os dados obtidos por RMN e aqueles por
outras técnicas, tais como termogravimetria e espectroscopia
de UV-Vis (Benites et al., 2005) observa-se uma excelente
correspondência entre elas (Figuras 7 e 8), onde quanto maior
o índice de humificação ou, provavelmente, do conteúdo de
estruturas aromáticas condensadas (elevado ITG e EHA) maior o
conteúdo de C-aromático determinado por RMN. Porém, é
importante ressaltar que no caso da RMN obtém-se uma medi-
da direta e quantitativa do conteúdo destas estruturas en-
Figura 5.  Espectro VACP (12 kHz MAS) de uma amostra de ácidos
húmicos extraídos de uma área rica em carbono pirogênico e picos ajusta-
dos para a quantificação dos grupos funcionais.
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quanto que as demais técnicas apresentam apenas uma
proporcionalidade.
Figura 6. Espectro VACP (12 kHz MAS) após Desacoplamento Defasado
(70 µs) de uma amostra de ácidos húmicos extraídos de uma área rica em
carbono pirogênico e picos ajustados para a quantificação dos grupos
funcionais.
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Figura 7. Regressão linear entre C-Aromático determinado por
13C-VACP-MAS-NMR e índice termogravimétrico (ITG); e absortividade a
465 nm dos ácidos húmicos em solução de 1 g L-1 (EHA).
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Conclusões
Foi possível a implementação e teste da metodologia proposta
por Mao & Schmidt-Rohr (2004a,b) além da modificação desta
com significativo ganho no tempo de aquisição dos espectros,
sendo que ao invés de 18 horas por amostra é possível adquirir
espectros quantitativos utilizando-se a VACP em apenas 1
hora.
Figura 8. Regressão linear entre C-Aromático não protonado determinado
por 13C-VACP-MAS-NMR após Desacoplamento Defasado (70 µs) e índice
termogravimétrico (ITG); e absortividade a 465 nm dos ácidos húmicos em
solução de 1 g L-1 (EHA).
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Os resultados obtidos confirmam a possibilidade de
quantificar-se anéis aromáticos condensados assim como
corroboram o uso do índice termogravimétrico como um bom
índice relativo para inferir-se sobre a presença deste tipo de
estrutura em ácidos húmicos.
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